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 【第一章】
 分1な認識化学の分野において,水中における水素結合型試薬の有効利用が大きなトピ・ノクスの一つとな
 っている。既報の核酸塩基誘導体を標的とする水素結合型試薬は,多点水素結合や芳香環とのスタッキン
 グ,静電相互作用を利用することで特定塩基に対する高い選択性の獲得に成功したが,これら、試薬の分子
 認識能の発現はクロロホルムのような低極性溶媒環境卜'0)みに限定されており,完全水溶液中での利用は
 不可能である、、しかし,近年DNA内部の核酸塩基をターゲ・ノトにした水素結合型試薬が開発され,バル
 ジやミスマ・ノチ部位のように疎水的な環境ドに置かれた核酸塩基であれば,水素結合形成に基づく分子認
 識機能が水中においても効果的に発現することが見出された、,これは生体高分■f・内部が水素結合形成に」、㌧
 づく分子認識に適した環境であることを示唆している。,・一・方,ゲノム配列の違いが疾.患や薬剤耐性などに
 「昊」連していることが近年明らかとなっており,塩基配列中の一'塩メ,1きの違い(SNP)をマーカーとして利川す
 る,迅速H.つ簡易な遺伝f・1診断法の開発が医療分野において急務の課題となっているr一,従来法はそれぞれ
 一長一短があり,いずれもスピード,コスト,操作性,DNAの必1妄量などの問題.rlヨ1を全てクリアするも
 のはない.近年,蛍光や色調変化を利用する簡易な遺伝f・診断法の開発が精力的に行われているが,いず
 れもオリゴヌクレオチドヘの蛍光団などの官能ナ、寒の修飾が必須であるため,コストパフ司一マンスの問題
 が実川化への障害となっている一
 このような背景のもと、イく研究では,水中における水素糸,「1合型,試薬による核酸垢ll基1認1識に関する研究を
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 展開し,脱塩基部位(APsite)を利用する核酸塩基認識系の構築,ならびにAPsite形成と蛍光性の水素結合
 型試薬を併用する新規遺伝子診断法の開発を目的とする。
 【第.』'二章1
 本章では,水素結合型試薬として水素結合部位を2～3点有するナフチリジンやキノリン誘導体を用い,
 APsiteにおける核酸塩基認識能の評価を行った。水素結合型試薬の標的はAPsite向側に位置する核酸塩基
 である。DNA二重鎖の融解温度(℃、)測定,CDスペクトル測定などを用いて各試薬の塩基選択性を検討し
 た結果,Acceptor-Acceptor部位を持つ試薬よりもAcceptor-Donor型の水素結合部位を有する試薬の方が本
 系において有効に機能すること,また同様の水素結合様式であっても置換基が異なることで異なる塩基選
 択性が発現することが明らかとなった。さらに特記すべきは,Gと相補的な3点の水素結合部位を持つ2-
 amino-7-methy1-naphtねyridine(AMND)が,CやTのピリミジン塩基に対して高い選択性を示す点である(κ=
 105M・t)。このようなバルク溶液系とは異なる塩基選択性の発現や,水中であるにも関わらずκ=106M1も
 の大きな安定度定数の獲得は,本系における分子認識においてAPsite上下に位置する塩基のスタッキン
 上記考察を支持するものであった。
 APslteの分子認識場としての有用性を検討するため,塩基部分だけでなくヌクレオシド自体が抜け落
 ちたシングルバルジ構造との比較実験を行った。AMNDの蛍光強度のDNA濃度依存性をプロットした結
 果,AMNDはバルジ構造のC塩基よりも,APsiteのC塩基と強く相互作用することが明らかとなり(AP
 site-C:κ=106M1,Singlebase-bulge-C:、K=1.5×101M・1),蛍光消光の程度もAPsite塩基の場合の方が大きい
 ことが明らかとなった。
 翔、上の結果は,分子量200程度の小さな水素結合型試薬による核酸塩基認識がAPsite内で可能であるこ
 と,また,水中における分子認識場として,APskeが他の核酸高次構造よりも優れていることを示唆する。
 【第三章】
 本章では,第こ章で構築した核酸塩基認識系を遺伝子診断法へと展開し,APs配形成と蛍光性の水素
 結合型試薬を併用する・…塩基変異蛍光診断法を提案した。本研究で提案する手法は,・』塩基が欠損した一
 本鎖DNAを標的DNAにハイブリダゼーションさせ,標的となる塩基周辺に意図的に疎水場空間(APsire)
 を構築した後,導入した水素結合型小分子プローブの蛍光1,さ答を利用して一塩基変異の判定を行う。第二
 章で機能評価を行った蛍光性の水素結合型試薬であるAMNDは,ピリミジン塩基(C.T)と相互作用して
 著しく蛍光消光するため,CIGのようなピリミジン/プリン間の変異(transversi〔)n)の蛍光検出が可能であ
 る。実際にp53関連遺伝子のpointmutatio11であるP175RやP72Rなどの実配列を用いて検討した結果,Cの
 場合に著しい蛍光強度の減少が観測され,DNA濃度が数一1'!∠M程度であれば目視による変異検出も可能
 であった。さらに,モデル配列を用いてAPgite周囲の塩基配列の影響を検討した結果,AMNDのピリミジ
 ン塩基選択性はほとんど変化しなかったことから,本法が比較的広い範囲の塩基配列に適用r[r能であるこ
 とが示された。また,PterinはGと選択的に相'lll作用して蛍光消光するため,GIAのようなプリン/プリン
 問の変異(transition)の蛍光検出が可能である。モデル削列や実配列(P177Rなど)を用いて検討した結果も
 良好な結果が得られた。他の変異検出のための試薬開発や安定度定数の向ヒが大きな課題として残るが,
 本法は被検体・検体ともに蛍光団などのラベル化不要であるため,安価で操作性の高いSNP検査法の構築
 が期待できる。
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 【第四章】
 AMNDはAbasicsite内のピリミジン塩基と相互作用して大きく蛍光消光することが第二章,第三章の結
 果から明らかとなった。本章では,この蛍光消光の要因を考察するため,Gaussian98による密度汎関数理
 論(DFT)を用いて考察を行った。検討に用いた構造は,分子力学計算により得られた安定化構造から一部
 を抜き出し,標的塩基と塩基対を形成した構造,また,隣接する塩基とスタッキングした構造に分けてそ
 れぞれ計算を行った。その結果,本系における蛍光消光の要因は標的塩基との水素結合形成によるもので
 はなく,APsiteに隣接する塩基とのスタッキングによるものであることが明らかとなった。すなわち,
 AMNDとグアニン(G)との二量体の励起状態計算から,振動子強度が著しく小さい遷移状態(372nm)
 が形成されることが示唆され,この新たな遷移状態の形成が本系における蛍光消光の要因であると考察し
 た。蛍光寿命測定や吸収スペクトルの結果も上記考察を支持するものであった、、
 以上の結果は,本系における核酸塩基認識試薬の設計に有用な知見であると同時に,本系における核酸
 塩基認識において,APsite」二下の塩基と試薬とのスタッキングが重要な役割を果たしていることを示すも
 のである。
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 論文審査の結果の要旨
 本論文の目的は,脱塩基部位を利用する水中における核酸塩基認識系の構築,ならびに脱塩基部位形成
 と水素結合性試薬を併用する遺伝子診断法の開発である。
 第一章においては,水素結合型分子認識試薬とSNPを検出対象とする遺伝子診断法の現状についてまと
 め,現時点での問題点や改善すべき点について言及している。
 第.二章では,ナフチリジンやキノリン誘導体の水素結合型試薬が,核酸の脱塩基部位(APsite)向側の塩
 基を水中で効率良く認識することを見出している。水中における分子認識場として核酸の高次構造を選択
 した場合,タンパク質が核酸を認識する際の目印的役割を持つバルジやループ構造を利用することは比較
 的容易に着想できるが,塩基除去修復のrI問体であるAPsiteを分子認識場として利用する.・距1に本研究の独
 創性がある。また,シングルバルジ構造よりもAPsiteの方が分子・認識場として有用であるという実験結果
 は非常に興味深い。本研究で得られた知見が,低極性溶媒が議論の中心であった分子認識化学の分野に与
 える影響は非常に大きい。
 第三章では,■1章で構築したAPg1teにおける核酸塩基認識系を遺伝子診断法へと展開し,APslte形成と
 蛍光性の水素結合型試薬を併用する一塩基変異蛍光診断法を提案している。蛍光性の水素結合型試薬であ
 るAMNDやPteri]1を用いるこξで,プリソープリン障Lプリンーピリミジン問の変異検山に成功している。試
 薬と標的」盆基との安定度定数の向上,また,TIAなどの他の変異検出が今後の課題であるが,被検体,検
 体ともに蛍光団などのラベル化不要であるという点は本法の最大の特長であり,安価で操作性の高いSNP
 検査法の開発が期待できる、、
 第四章では,第■i章,第三章で見出した水素結合型試薬の蛍光消光機構について考察している。密度汎
 関数理論を用いた計算と,蛍光寿命測定や吸収スペクトルの実験データを用いて,本系における蛍光消光
 の要因がAP甜eに隣接する塩基とのスタッキングによるものであると結論付けている,、これは奉分子認
 識系におけるスタッキングの重要性を示唆するだけでなく,今後の試薬開発においても重要な知見となる、
 "、しの研究成果は論文提II⊥II者が自立して研究活動を行うに必要な高度の研究能力と学識を有することを
 示している.、したがって,古本敬太郎君提出の論文は,1-1・1-Lf(理学)の学位論文として合格と認める、、
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